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Introdução
A erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hil. - Aquifoliaceae) é
uma espécie arbórea, típica das regiões subtropicais e temperadas
da América do Sul, sendo encontrada no Brasil, Paraguai e
Argentina. Desempenha importante papel socioeconômico,
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Paraná e Santa
Catarina.
Para atender à crescente demanda de mercado, a
implantação de ervais com elevada produtividade, qualidade e
rentabilidade é desejável. Porém, a baixa qualidade genética das
sementes utilizadas tem sido um fator limitante e a produção
ainda é insuficiente (ZANON, 1988; RESENDE; STURION;
MENDES,1995; MACCARI JUNIOR, 2000).
Nesse sentido, a implantação de pomares de sementes são
extremamente importantes para o melhoramento da espécie, pois
o sucesso de plantios a curto e longo prazo depende da qualidade
genética das sementes empregadas. A qualidade genética é
influenciada pelo sistema de reprodução, como taxa de
autofecundação, contaminação por pólen externo, variações na
fenologia de florescimento, variação individual na fertilidade
masculina e distância de dispersão de pólen. Sendo assim, estudos
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dos padrões de isolamento, reprodução e dispersão de pólen são
extremamente importantes para assegurar a qualidade genética
das sementes produzidas em pomares de sementes (RITLAND;
EL-KASSABY, 1985; WANG, 2004). Diversos trabalhos têm sido
realizados utilizando marcadores bioquímicos (isoenzimas) e
moleculares para avaliar a dinâmica reprodutiva de pomares de
sementes (XIE; KNOWLES, 1994; PLOMION et al., 2001;
COTTRELL; WHITE, 1995; MORIGUCHI et al., 2004; STOEHR;
NEWTON, 2002; HANSEN; KJAER, 2006).
O objetivo do nosso trabalho foi estudar os níveis de
imigração, a distância de dispersão de pólen e o sistema de
reprodução em um pomar de sementes de I. paraguariensis.
Metodologia
Características da espécie
I. paraguariensis é uma espécie dióica críptica, com flores
díclinas e um dos sexos abortivo (FERREIRA et al., 1983) (Figura
1). O período de floração ocorre de setembro a dezembro (REITZ
et al., 1988; SOUSA et al., 2003). A polinização é realizada,
principalmente, por insetos (entomófila), podendo ocorrer alguma
transferência de pólen pelo vento. A dispersão de sementes ocorre
por zoocoria, especialmente por aves (FERREIRA et al., 1983).
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Figura 1. Inflorescências (A - masculinas e B - femininas) e flores (C - masculinas
e D - femininas) de I. paraguariensis (Fotos cedidas por Valderês A. de Sousa
e Tiago L. Daros/Embrapa Florestas).
Local de estudo e amostragem
A área de estudo foi um pomar de sementes de I.
paraguariensis, localizado na Embrapa Florestas, em Colombo,
Paraná. O pomar é proveniente do desbaste realizado em um
teste combinado de procedências e progênies, sendo as árvores
selecionadas com base na produção de massa foliar. O mesmo é
formado por 82 árvores originadas de três procedências do Estado
do Paraná (Toledo, Cascavel e Campo Mourão) e uma do Estado
do Rio Grande do Sul (Soledade). Para as análises genéticas,
coletaram-se tecidos foliares de 25 árvores matrizes, das suas
respectivas progênies (30 indivíduos por matriz) e de todas as
árvores masculinas do pomar (45 árvores). Doze árvores femininas
não foram analisadas, pois não produziram o número desejado
de descendentes. Amostras de folhas jovens foram coletadas
das árvores adultas e acondicionadas em geladeira a 5 ºC. Os
frutos, após a coleta, foram macerados para a separação das
sementes. As mesmas foram secas, estratificadas, germinadas
e, posteriormente, repicadas para tubetes (36 plântulas de cada
matriz).
Extração das enzimas e eletroforese
O tampão de extração utilizado foi adaptado do empregado
em Araucaria angustifolia, detalhes em (WENDT, 2005). A
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separação dos produtos protéicos foi realizada a partir de
eletroforese horizontal, tendo como suporte penetrose (13 %) e
sacarose (1,35 %). Quatro sistemas isoenzimáticos foram
utilizados para as análises: PGI e GOT, no tampão Lítio-borato
pH 8,1 e 6-PGDH e G-6PDH, no tampão Tris-citrato pH 7,5. Foram
analisados os seguintes locos gênicos: GOT-A, PGI-B, 6-PGDH-
A, 6-PGDH-B e G-6PDH-A.
Análise dos dados
O isolamento do pomar foi analisado por exclusão de
paternidade, utilizando o método de máxima verossimilhança
implementado no programa CERVUS 2.0 (MARSHALL et al.,
1998). Considerou-se pólen imigrante o pólen que fecundou
sementes que não tiveram um parental masculino determinado
dentro do pomar. O nível de confiança utilizado foi de 80 %,
conforme sugere Marshall et al. (1998). Também considerou-se
a possibilidade de 30 % do pólen ser imigrante e taxa zero de
erro de tipagem entre o genótipo das plântulas e do possível
candidato a pai.
O sistema de reprodução foi analisado com base nos modelos
de reprodução misto de Ritland e Jain (1981) e cruzamentos
correlacionados (RITLAND, 1989), utilizando o programa
“Multilocos MLTR” (RITLAND, 2004). Os parâmetros estimados
foram: freqüências alélicas dos óvulo e pólen; índice de fixação
nas árvores maternas ( matF ); taxa populacional de cruzamento
multiloco ( mt ); taxa populacional de cruzamento uniloco ( st ); taxa
de cruzamento entre indivíduos aparentados (1- mt ) e correlação
multiloco de paternidade ( )(ˆ mpr ). O erro padrão das estimativas
dos parâmetros foi obtido por 500 reamostragens bootstraps. O
número efetivo de árvores polinizadoras ( epN ) foi calculado da
correlação de paternidade por pep rN ˆ/1
ˆ   (RITLAND, 1989). A
inferência sobre os cruzamentos aleatórios foi também realizada
pelo teste de homogeneidade das freqüências alélicas dos óvulos
349
> @ > @^ `nFnnN pxyve 2/)ˆ1(/)1(ˆ/5,0ˆ )( 4 )ˆ1)(ˆ1(125,0ˆ ppxy rF  4
e do pólen, usando a estatística STF  (WRIGHT, 1965). A
significância estatística do parâmetro  para cada loco foi obtida
pelo teste de qui-quadrado, proposto por Workman e Niswander
(1970): , com , em que n é o número de gametas nos dois grupos
(pólen e óvulo); k o número de alelos e s o número de grupos.
Esta estatística também foi utilizada para verificar se as
freqüências alélicas do pólen efetivo divergiam das freqüências
alélicas das árvores masculinas e se as freqüências alélicas das
árvores masculinas diferiam das árvores femininas.
Os índices de fixação das árvores adultas ( aF , masculinas
mais femininas), árvores masculinas ( mF ) e das progênies ( pF )
foram calculados a partir da expressão proposta por Weir (1996).
Os índices de fixação e seus respectivos intervalos de confiança,
obtidos por 10 mil reamonstragens bootstraps, foram estimados
utilizando o programa GDA (LEWIS; ZAYKIN, 1999). O parentesco
dentro das progênies foi inferido da estimativa do coeficiente
médio de coancestria ( xy4 ) entre plantas dentro de progênies,
usando a expressão proposta por Sousa et al. (2005) para espécies
dióicas: . Dos coeficientes de
coancestria e endogamia das progênies, estimou-se o tamanho
efetivo de variância,
(COCKERHAM, 1969), em que n é o número de plantas dentro
de progênies.
Seguindo a metodologia proposta por Smouse et al., (2001),
realizou-se a análise TWOGENER, usando o genótipo e a localização
espacial das árvores matrizes e os genótipos de suas respectivas
progênies. O princípio do método é estimar a diferenciação no
conjunto gênico do pólen (
ft)
) recebido por diferentes árvores
de uma população, usando análise de variância. A contribuição
paterna de cada semente é deduzida pela subtração do gameta
materno do genótipo diplóide de cada semente, loco por loco.
Após, os gametas paternos de diferentes árvores matrizes são
submetidos a uma análise de variância molecular (ANOVA), de
onde se obtém a medida de diferenciação genética entre o pólen
350
recebido por diferentes árvores, a partir de uma correlação
intraclasse [ ], derivada dos componentes de
variação genética entre a freqüência do pólen de diferentes árvores
( 2
AV ) e dentro de árvores ( 2WV ). A análise TWOGENER foi conduzida
utilizando uma implementação do algoritmo TWOGENER, programado
F. Austerlitz (Université Paris-Sud, France). O intervalo de
confiança a 95 % de probabilidade do parâmetro ft)  foi estimado
por 1.000 reamostragens bootstrap entre progênies.
Adicionalmente, Austerlitz e Smouse (2001a) têm mostrado que
o parâmetro pode ser superestimado se existir endogamia na
população parental. Assim, o parâmetro foi corrigido para o
coeficiente de endogamia na geração parental ( ) por:
 (AUSTERLITZ; SMOUSE, 2001a). Contudo,
como o parâmetro ft) é medido apenas em relação ao conjunto
de pólen (SMOUSE e SORK, 2004), a correção foi realizada em
relação ao coeficiente de endogamia estimado nas árvores
paternas ( ) e o parâmetro pF foi substituído na fórmula por
mF . Do parâmetro ft)c , foi também estimado o número de doadores
de pólen por, (SMOUSE et al., 2001). Seguindo a
metodologia de Austerlitz e Smouse (2001b; 2002), foi estimado
o valor global do parâmetro ft) e da distância de dispersão de
pólen ( ), assumindo duas curvas de dispersão: uma curva normal
e uma exponencial para a densidade de árvores masculinas
reprodutivas do pomar (d=0.0045). A área efetiva de vizinhança
de polinização ( ) foi calculada assumindo distribuição de pólen
)ˆ1/(ˆˆ pftft F) )c
circular homogênea ao redor de cada árvore matriz, de raio igual
a distância de dispersão de pólen, 1415.3/ˆˆ G epA .
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Resultados e discussão
Taxa de imigração de pólen
Foram observados baixos níveis de imigração de pólen no
pomar. Das 638 sementes tipadas para os cinco locos
isoenzimáticos, apenas seis (cerca de 1 %) apresentaram
discordância com o genótipo das 45 árvores masculinas do pomar.
Esse resulado era esperado, visto que não existem outros
exemplares da espécie próximos ao pomar. Contudo, o poder de
exclusão de um candidato a pai, quando este não é o verdadeiro
pai, para o conjunto de locos utilizados foi extremamente baixo
(0,520, variando entre locos de 0,035 a 0,284). A causa pode
ser atribuída ao limitado número de locos usados e baixo
polimorfismo destes locos.
Comparativamente a outros estudos de imigração ou
contaminação de pólen em pomares de sementes de espécies
arbóreas, a taxa aqui detectada é a mais baixa já reportada. Foram
encontrados na literatura 4,3 % de contaminação em um pomar
clonal de Abies nordmanniana (HANSEN; KJAER, 2006) e 5 %
para Pinus contorta var. latifolia (STOEHR; NEWTON, 2002),
geralmente essas taxas são superiores, como por exemplo, os
relatados em pomares de sementes de Picea abies 16 %, (XIE;
KNOWLES, 1993), Pinus pinaster 36 %, (PLOMION et al., 2001)
e Pseudotsuga menziesii mínimo 31 %.
Freqüências alélicas do óvulo e pólen
A estimativa das divergências entre as freqüências alélicas
do pólen e dos óvulos mostrou diferenças significativas para os
locos PGI-B e 6-PGDH-B ao nível de 0,1 % de probabilidade (Tabela
1). De acordo com a comparação nas freqüências alélicas das
árvores masculinas e femininas (Tabela 1), existem diferenças
genéticas significativas entre os sexos para o loco G-6PDH-A.
Nas fêmeas, o alelo A
1 
foi predominante, enquanto nos machos,
as freqüências dos alelos A
1 
e A
2 
foram semelhantes. Contudo,
isto não explica os desvios observados nos locos PGI-B e 6-PGDH-
B. Acredita-se que, neste caso, as divergências entre as
freqüências de pólen e óvulo ocorram devido ao cruzamento entre
indivíduos aparentados, cruzamentos biparentais e/ou assincronia
do período de florescimento.
3
5
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Tabela 1. Divergência genética entre as freqüências alélicas do pólen e óvulo ( )(POSTF ),
árvores femininas e masculinas ( )(FMSTF ) e pólen e árvores masculinas ( )(PMSTF ) em pomar de sementes
de I. paraguariensis.
Loco Alelo Pólen Óvulo 
)(
ˆ
POSTF  
Fêmeas Machos 
)(
ˆ
FMSTF  (
ˆ
PMSTF
GOT-A 1 0,930 0,940   0,940 0,922    
 2 0,070 0,060 0,000  0,060 0,078 0,001  0,000 
PGI-B 1 0,149 0,280   0,280 0,167    
 2 0,673 0,600   0,600 0,711    
 3 0,108 0,080   0,080 0,067    
 4 0,069 0,040 0,011 *
*
* 0,040 0,056 
0,012  0,002 
6-PGDH-A 1 0,238 0,280   0,222 0,210    
 2 0,762 0,720 0,002  0,778 0,790 0,000  0,001 
6-PGDH-B 1 0,947 0,980   0,980 0,956    
 2 0,053 0,020 0,008 *
*
* 0,020 0,044 
0,005  0,000 
G-6PDH-A 1 0,795 0,780   0,786 0,530    
 2 0,205 0,220 0,000  0,214 0,470 0,072 ** 0,079 
(***) P<0,001; (**) P<0,01.
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Homogeneidade nas freqüências alélicas do pólen efetivo
e das árvores masculinas
Apenas o loco G-6PDH-A apresentou divergência genética
significativa (P<0,01) entre as freqüências alélicas do pólen
efetivo e das árvores masculinas (Tabela 1), indicando que o
pólen efetivo não representa as freqüências alélicas da população
masculina. Este resultado pode ser indicativo de desvios de
cruzamentos aleatórios, visto que nem todas as árvores
masculinas contribuíram de forma homogênea para a
descendência. Diversos fatores podem ser responsáveis por essa
divergência, dentre eles: cruzamentos biparentais, que podem
estar associados às vizinhanças de polinização; variação espacial
e temporal na fenologia de florescimento e fecundidade; e a
proporção de árvores adultas, contribuindo efetivamente no
processo reprodutivo (MURAWSKI et al., 1991). Outra causa pode
ser a presença de cruzamentos correlacionados.
Endogamia no pomar
A estimativa do índice de fixação foi positiva e não
significativamente diferente de zero na população adulta (
aFˆ =
0,061), mas positiva e significativa nas progênies ( pFˆ = 0,105;
P<0,05), indicando endogamia e sugerindo a ocorrência de seleção
contra homozigotos entre as fases de sementes e adulta (Tabela
2). Em espécies dióicas como I. paraguariensis, a causa de
endogamia é o cruzamento entre indivíduos parentes (endogamia
biparental). Como em espécies dióicas o coeficiente de endogamia
nas progênies é igual ao coeficiente de coancestria entre os
parentais cruzados, é possível afirmar que a endogamia de 0,105
(Tabela 2) foi gerada pelo cruzamento entre parentes
aproximadamente no grau de meios-irmãos ( xyT = 0,125). Isto
indica que embora o pomar tenha sido desbastado, permanecem
indivíduos parentes de sexos opostos e que está ocorrendo a
reprodução entre estes.
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Tabela 2. Estimativas de parâmetros de endogamia, sistema de reprodução e fluxo
de pólen em pomar de sementes de I. paraguariensis.
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                                 Parâmetros        Estimativas 
Diferenciação no conjunto de pólen: ft)  0,149 (0,038 a 0,20
Diferenciação corrigida no conjunto de pólen: )
ˆ1/(ˆ mftft F) )c  0,132 (0,027 a 0,18
Número efetivo de árvores polinizadoras: ftepN )c ˆ2/1ˆ  3,8 (2,7 a 18,5) 
Média da distância de dispersão de pólen: modelo normal: normalG  (m) 14,1  
Média da distância de dispersão de pólen: modelo exponencial: 
onencialexpG  (m) 15,9 
Área de vizinhança de dispersão de pólen: modelo normal: )(normalepA  (ha) 
0,06 
Área de vizinhança de dispersão de pólen: modelo exponencial: 
)(exp onencialepA  (ha) 
0,08 
Tabela 2. Estimativas de parâmetros de endogamia, sistema de reprodução e fluxo
de pólen em pomar de sementes de I. paraguariensis.
( ): IC
95% 
= intervalo de confiança do erro padrão (EP) a 95 % de probabilidade, EP96,1 ;
a: Tipados para 5 locos.
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Observa-se excesso significativo de heterozigotos nas
fêmeas (
matFˆ = -0,200, P<0,05) e endogamia significativa nos
machos (
mFˆ = 0,125, P<0,05) (Tabela 2). Em espécies
lenhosas dióicas, as fêmeas apresentam um esforço
reprodutivo (florescimento e frutificação) superior aos machos,
empregando grande parte dos seus recursos na reprodução e
menos na manutenção e crescimento. Conseqüentemente, a
taxa de mortalidade é superior nas fêmeas (LLOYD; WEBB,
1977). O excesso de heterozigotos observados nas fêmeas de
I. paraguariensis poderia ser justificado pela morte prematura
dos indivíduos endogâmicos, através da seleção natural, devido
à menor capacidade adaptativa e ao reduzido vigor ou pela
eliminação das fêmeas, supostamente homozigotas, menos
produtivas da população, visto que foi realizada uma seleção
em relação à produção de massa foliar.
Taxas de cruzamento multilocos e unilocos
As taxas de cruzamento multilocos e unilocos foram altas
(>0.95) e estatisticamente diferentes de um, a julgar pelo
intervalo de confiança do erro a 95 % de probabilidade (Tabela
2). Em espécies dióicas, toda a diferença das taxas multilocos e
unilocos pode ser atribuída aos cruzamentos entre indivíduos
aparentados. A diferença entre a taxa de cruzamento multilocos
da unidade (
mtˆ1 ), que no caso apresentou a menor estimativa
de cruzamento, indicou a ocorrência de 4,5 % de cruzamentos
entre indivíduos parentes. Isto explica a alta endogamia observada
nas progênies e confirma que realmente ocorreram cruzamentos
entre parentes no pomar.
Cruzamentos correlacionados
Os resultados indicaram alta taxa de cruzamentos biparentais
( )(ˆ mpr =0,401), e que aproximadamente 40 % das sementes de
árvores individuais eram parentes no grau de irmãos-completos.
Este resultado pode explicar os desvios observados entre as
freqüências alélicas das árvores masculinas e do pólen que
efetivamente fecundou as árvores matrizes, assim como as causas
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dos cruzamentos biparentais que são as mesmas apresentadas
neste tópico.
O número efetivo de árvores ( epN ) participando na
polinização foi estimado em apenas três (2,5), demonstrando forte
restrição na contribuição paterna (Tabela 2). Se no pomar os
cruzamentos fossem perfeitamente aleatórios, todas as árvores
masculinas contribuiriam para a descendência e as progênies
seriam predominantemente de meios-irmãos.
Tamanho efetivo da variância
O coeficiente médio de coancestria dentro de progênies
( xy4 ) foi estimado em 0,186, valor este que é 32,8 % superior
ao esperado em progênies de meios-irmãos (0,125). O tamanho
efetivo de variância (
)(
ˆ
veN
) médio para cada progênies foi estimado
em 2,53. Este valor é 36,7 % inferior ao esperado em sementes
coletadas de 37 árvores matrizes de uma população idealizada,
onde o tamanho efetivo de variância corresponde a quatro
( 125,0/5,0ˆ/5,0ˆ )(  4 xyveN ). Desvios das pressuposições que
caracterizam a população idealizada causam reduções no tamanho
efetivo de variância.
Heterogeneidade no conjunto de pólen e número de doadores
de pólen
A análise de variância do conjunto de pólen recebido por
diferentes árvores matrizes detectou forte estrutura genética
( 149,0ˆ  ) ft , P<0,05). A diferenciação gênica no conjunto pode
ser afetada pela estrutura genética espacial das árvores adultas,
autofecundação e endogamia na população parental
(AUSTERLITZ; SMOUSE, 2001a; SMOUSE; SORK, 2004). I.
paraguariensis é dióica e, portanto, não ocorrem autofecundações,
de forma que se descarta este fator como causa da alta
heterogeneidade observada no conjunto de pólen. A presente
população é também um pomar de sementes desbastado, a partir
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de alta intensidade de seleção, de forma que se permanece alguma
estruturação espacial ela é provavelmente fraca. Contudo, um
alto grau de endogamia foi observado na população parental
masculina (Tabela 2). Levando em conta este valor, a correção
da medida de diferenciação genética entre o conjunto de pólen
para o coeficiente de endogamia das árvores masculinas reduziu
o valor de 0,149 para 0,132. Tal resultado sugere diferença
significativa na distribuição do conjunto de pólen de árvore matriz
para árvore matriz, reforçando os prévios resultados que indicam
desvios de cruzamentos aleatórios dentro do pomar.
O número efetivo de árvores polinizadoras também foi estimado
com o parâmetro ft)  (SMOUSE et al., 2001), por meio da análise
TwoGener, sendo igualmente baixo, . A pequena
diferença entre os dois cálculos se deve ao método de estimativa
dos valores. O modelo de cruzamentos correlacionados de Ritland
(1989) usa um método de máxima verossimilhança para estimar
a correlação de paternidade e, assim, explora melhor as
informações multilocos. O modelo TWOGENER, por sua vez, estima
este parâmetro indiretamente, a partir de um coeficiente de
correlação intraclasse. Contudo, em termos práticos, ambos
indicam que um baixo número de árvores polinizadoras (três a
quatro árvores) fecundou cada árvore matriz.
Distância de fluxo de pólen e área de vizinhança de
polinização
A estimativa da distância média de dispersão de pólen dentro
do pomar foi relativamente baixa. A distância média calculada
pelo modelo normal indica que o pólen é geralmente disperso
dentro de uma área de vizinhança de polinização de 0,06 ha, ou
dentro de um círculo com um raio de 14,1 m. A aplicação do
modelo exponencial indicou uma área de polinização um pouco
maior. Para este modelo, a área de vizinhança foi estimada em
0,08 ha, ou uma área circular de raio igual a 15,9 m. A área de
vizinhança de polinização estimada para o modelo exponencial
corresponde a apenas 10 % da área total do pomar, indicando
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uma forte limitação na distribuição do pólen. As causas podem
ser o assincronismo no florescimento e comportamento dos
polinizadores visitando preferencialmente árvores próximas.
Conclusões
1. O pomar de sementes apresenta alto grau de isolamento de
pólen externo;
2. A reprodução no pomar de sementes de I. paraguariensis
envolve cruzamentos entre indivíduos aparentados e
cruzamentos biparentais, gerando progênies de polinização
aberta com alto grau de parentesco e endogamia;
3. Existe forte heterogeneidade genética no conjunto de pólen
recebido por diferentes árvores maternas;
4. A área efetiva de vizinhança de polinização dentro do pomar
é restrita, corresponde a aproximadamente 10 % da área total
compreendida pelo pomar;
5. É necessária a realização de uma nova seleção no pomar, no
sentido de eliminar árvores parentes de sexos diferentes;
6. O tamanho efetivo de variância das sementes coletadas do
pomar é menor do que o tamanho efetivo potencial do pomar.
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